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論文内容要旨
 ビリルビンカルシウム石の成因としては,胆汁中の細菌性β一グルクロニダーゼ(以下β一G)
 が抱合型ビリルビンを非抱合型ビリルビン(以下UCB)へと酵素的に脱抱合するという説が広
 く支持されている。また臨床例でもごりルビンカルシウム石例では一般に胆汁中β一G活性(pH
 6.8)は高いとされている。しかしβ一G活性を測定する際に用いる基質がビリルビングルクロナ
 イドと同じエステル結合でないことや,ビIJルビンカルシウム石例胆汁でUCBの増加が直接証
 明されていないなど,ビリルビンカルシウム石の成因に関してさらに一歩進んだ検討が必要とさ
 れている。著者は生体胆管胆汁を種々のpHでincubateしその前後で胆汁中ビリルビンを直接ア
 ゾ化することにより,β一Gによる脱抱合産物であるMonoconjugatedbilirubin(以下MCB)
 及びUCBを半定量して,胆汁中β一G活性を間接的に測定し,胆汁中抱合型ビリルビンの脱抱合
 に対するpH及びβ一Gの影響について検討した。
材料
 胆石症術後10日目前後のT-tube胆汁及び血清総ビリルビン濃度が2mg/dl以下にまで減黄
 された,胆道系に結石を有さない悪性閉塞性胆道疾患の経皮経肝的胆道ドレナージ胆汁を試料と
 して用いた,コルステロール胆石例及び無石例胆汁を対照とし,ビリルビンカルシウム石例胆汁
 と比較した。
実験方法
 胆汁を各種pHに調整し,アルゴンガスを封入,37℃で6時間incubateし,その前後で総ビ
 リルビン濃度,アゾ色素画分の比率を測定した。さらにpH7.5で胆汁に市販細菌性β一Gを種々
 の濃度に添加し,同様に6時間incubateし,総ビリルビン濃度,アゾ色素画分の比率の変化を
 検討した。総ビリルビン濃度はMalloy-Evelyn法により測定した。またアゾ色素画分の比率は
 Heirweghらの方法によるアゾ化の後,薄層クロマトグラフィーにて分画し2波長型TLCsca-
 nnerにて定量した。抱合型ビリルビンは脱抱合をうけると,MCBあるいはUCBへと変化す
 るため,これらのビリルビンに由来するアゾ色素画分を著者の考案した算出法により算定し,そ
`■
 れぞれαOE,αbFとした。
 結果及び考察
 6時間のincubateにより胆汁中総ビリルビン濃度は,pH6.5～7.5の範囲では対照群,
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 ルビンカルシウム石群共にincubate前の値の80～90%を保ち,pH・6.0以下及び8.0以上で低
 値となった。またαOE,αOF値はpH7.5以下では両群とも低値を示し,pH8.0以上で高値を示
 す傾向にあった。一方胆汁試料採取時のpHは7.65±0.19(Mean士SE)であり,生理的範囲内
 のpHでは胆汁中抱合型ビリルビウは比較的安定であると思われた。またpH7.5の条件で市販細
 菌性β一Gを胆汁に添加し,6時間incubateすると,β一Gの量を増すにつれて胆汁中のMCB及
 びUCBの比率は増加の傾向にあった。すなわちβ一G依存性の脱抱合が観察された。β一G添加
 量を増してもαOE,αOF値の全く増加しないものが数例あったが,これらは胆汁うっ滞などの影
 響による抱合型ビリルビンのグルクロン酸分子内のacyltransfomationによりβ一G抵抗性の
 norCIglucuronideが生成していたためと思われた。
 ビリルビンカルシウム石群と対照群とを比較してみると,胆汁採取時のαOE値はビリルビンカ
 ルシウム石群でやや高い傾向にあったが有意の差はなかった。また抱合型ビリルビンの脱抱合に
 関しても,ビリルビンカルシウム石群で脱抱合がやや進展するものがみられたが,有意の差を見
 出すには致らなかった。しかし,6時間のincubate後にαoF値が20%を越したものがビリルビ
 ンカルシウム石群に1例認められたが,対照群ではいずれも高々10%前後にとどまっていた。ビ
 リルビンカルシウム石が層状構造を有することから考えて,結石化機転が間歇的に生じている可
 能性があり,これはビリルビンカルシウム石の成因を探る上で重要な事実であると思われた。β
 一G添加による抱合型ビリルビンの脱抱合に関しても両群間に有意の差はなかったが,やはり
 αOE,αOF値が高値を示すものはビリルビンカルシウム石群に多くみられた。
 以上より,pHがアルカリ側へ動かないかぎり非酵素的水解による大量のUCBの産生は起こり
 得ないこと,pH7.5前後の生体胆管胆汁のpHに近い範囲では,胆汁中抱合型ビリルビンは安定
 であり,β一Gの作用なしにはUCBは増加しないこと,すなわちビリルビンカルシウム石の生成
 にはβ一Gの作用が不可欠であることが明らかとなった。またビリルビンカルシウム石群胆1忙対
 照群胆汁との間に,抱合型ビリルビンの脱抱合に関して有意の差を見出すことはできなかった。
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 審査結果の要旨
 .ビリルビンカルシウム石は成因上,細菌感染と密接なつながりを有することが古くから指摘さ
 れている。すなわち細菌感染により胆汁中細菌性β一グルクロニダーゼ(以下β一G)活性が高ま
 り,肝から分泌された胆汁中抱合型ビリルビンを脱抱合して遊離型ビリルビンを大量に産生し,
 これが疎水性のビリルビンカルシウムとなって析出するとされている。したがってビリルビンカ
 ルシウム石生成時には胆汁中β一G活性は上昇していると考えられ,また従来の測定法によれば,
 実際にビリルビンカルシウム石を有する患者の胆汁中β一G活性は高いと報告されている。しか
 し従来のβ一G活性測定法は胆汁を試料として用いる場合には少なからず問題がある。まず第一
 に,エステル結合であるビリルビングルクロナイドの脱抱合能を,エーテル結合物質を基質とし
 て測定している点,さらには胆汁試料を稀釈後に基質と反応させるため,胆汁中に存在すると思
 われるβ一G活性阻害物質の濃度をも稀釈してβ一G活性を測定しなければならないという点であ
 る。己れに対して本研究では胆汁をinvivoに近い状態でincuvateし,その前後で胆汁中ビリ
 ルビンを直接アゾ化して得られるアゾ色素画分の比率の変動から,基質としての抱合型ビリルビ
 ンの減少,および脱抱合産物の増加を測定し,脱抱合の程度を判定している。
 従来の測定法によると,胆汁中β一Gの至適pHはコレステロール石例で4.5～5.2,ビリルビン
 カルシウム石例で6.6～7.15と報告されている。しかし本研究によるとpH7.5以下では胆汁中
 抱合型ビリルビンの脱抱合は著明ではなく,特にpH7.5前後では抱合型ビリルビンはきわめて
 安定であった。またβ一G'活性が低いとされているpH8.0以上の条件で著明な脱抱合が観察さ
 れた。
 胆管胆汁を生理的状態に近いpH7.5前後に調整し,市販細菌性β一Gを作用させると,抱合型
 ビリルビンの脱抱合は促進した。
 以上の結果より,胆汁中抱合型ビリルビンの脱抱合により遊離型ビリルビンが多量に出現する
 には,pHが生理的範囲内から逸脱してアルカリ側へ変化しない限り,β一Gの作用が不可欠で
 ある乙とが明らかにされた。
 本研究は,アゾ色素画分の分析により抱合型ビリルビンの脱抱合を判定するという独自の方法
 を用い,ビリルビンカルシウム石の成因に関してきわめて示唆に富んだ知見をもたらしたもので
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 ある。よって本研究は学位授与に値するものと認める。
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